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(54) Title: METHOD FOR PRODUCING THERAPEUTIC DNA 

(54) Titre: PROCEDE DE PRODUCTION D'ADN THER APEUTIQUE 

(57) Abstract 

The invention discloses the preparation of DNA, in particular plasmid DNA. More particularly it concerns the production of bacterial 
plasm id DNA to be used in gene therapy, in the form of plasmid, minicircle supercoiled, loose or linear. 

(57) Abre*gd 

La prtfsente invention conceme la preparation d*ADN, notamment plasm idique. Elle concernc plus particuliercmcnt la production 
d'ADN plasm idique bacte*rien qui soit utilisable en therapie ge*nique, sous la forme de plasmide, de minicercle surenrouI6 t relache* ou 
Hneairc. 
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^Q^^gj^nnnrrrnN n'ADNTHFFAPWTIOUE 

La presente invention concerne la preparation d'ADN, notammem 
plasmidiqu, Elle conceme plus particulierement la production d'ADN plasmidique 
bacterien qui soit utilisable en therapie genique. sous la forme de plasrmde, de 
m inicercle surenroule, relache ou lineaire, et dont les proprietes immunogenes sont 
reduites voire supprimees. L'invention concerne egalement des micrcorgamsmes 
utilities pour la production d'ADN, ainsi que des compositions pharmaceutiques. 

La therapie genique consiste a corriger une deficience ou une anomalie en 
intrant une information genetique dans la cellule ou 1'organe affecte. Cette 
information peut etre introduite soit ]n vitro, dans une cellule extraite de 1'organe et 
ensuite rejectee dans 1'organisme, soit in viva, directement dans le tissu y*, 
S'agissant d'une molecule de haut poids moleculaire et de charge negative, l'ADN a 
des difficult pour traverser spontanement les membranes cellulaires 
phospholipidiques. Differents vecteurs sont done utilises afin de permettre le 
transfert de gene : les vecteurs viraux d'une part, les vecteurs chimiques et/ou 
biochimiques, naturels ou synthetiques, d'autre part. Us vecteurs viraux (retrovirus, 
adenovirus, virus adeno-associes,...) sont tres efficaces, notamment pour le passage 
des membranes, mais presented un certain nombre de risques tels que la 
pathogerucite. la recombinaison, la replication. 1'immunogenicite. ... Us vecteurs 
chimiques et/ou biochimiques permettent d'eviter ces risques (pour revues, vo, 
Behr 1993 Cotten et Wagner. 1993). Ce sont par exemple des cations (phosphate de 
calcium, DEAE-dextran,...) qui agissent en formant des precipites avec l'ADN, 
lesquels peuvent etre "phagocytes" par les cellules. II peut egalement s'agu de 
liposomes dans lesquels l'ADN est incorpore et qui fusionnent avec la membrane 
plasmique. Us vecteurs synthetiques de transfert de genes sont generalement des 
lipides ou des polymeres cationiques qui complexent l'ADN et forment avec lut une 
particule portant des charges positives en surface. Ces particules sont capables 
d'interagir avec les charges negatives de la membrane cellulaire. puis de f ranch, 
celle-ci On peut citer comme exemples de tels vecteurs le 
> dioctadecylamidoglycylspermine (DOGS. TransfectamTM) ou le chlorure de N-[l- 
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Un autre inconvenient des ADN plasmidiques utilises jusqu'a present reside 
dans leur origine. II s'agit en effet de molecules produites essentiellement dans des 
organismes procaryotes (bacteries) ou eucaryotes inferieurs (levures), qui possedent 
potentiellement des motifs immunogenes chez I'homme. Les proprietes 
5 immunologiques de 1'ADN sont encore assez peu connues. L'ADN bacterien chez la 
souris conduit i) a la synthese d'anticorps reconnaissant 1'ADN bacterien double brin 
et simple brin ayant pemnis l'immunisation mais ne reagissant pas avec 1'ADN 
double brin mammifere, ii) a la stimulation de la production de macrophages et 
cytokines (D. Pisetsky "the Immunologic Properties od DNA" J. Immunol. 156 

10 (1996) 1). La rnacromolecule ADN est anisi dite irnmunogene. Par ailleurs, une 
macromolecule peut aussi conduire a une stimulation du systeme immunitaire sans 
etre irnmunogene (par exemple corps etranger conduisant a une reponse immunitaire 
a mediation cellulaire). Les premieres evidences suggerant que 1'ADN bacterien 
conduit a une reponse immunitaire ont ete decrites par Pisetsky et coll. (1991 J. 

15 Immunol. 147 pl759). lis ont montre que I'ADN de trois especes bacteriennes peut 
stimuler la proliferation de lymphocytes de souris alors que 1'ADN extrait de trois 
especes animales ne conduit pas a cette stimulation. Puis, Yamamoto et coll. (1992 
Microbiol. Immunol. 36 p983) ont observe que 1'ADN bacterien de six especes 
conduit dans les cellules de rate de souris BALB/c k une augmentation de l'activite 

20 NK "natural killer" et a Tinduction de la production d' interferons. Mais TADN extrait 
de dix especes vertebrees ne conduit a aucune de ces reponses. En outre, Krieg et 
coll. ont decrit en 1995 (Nature vol374 p546) qu'un fragment d* ADN genomique de 
E.coli induit in vitro la proliferation de cellules B murines et la secretion 
d'immunoglobulines IgM, alors que ce meme ADN bacterien, traite in vitro avec une 

25 CpG m6thylase, n'induit pas une telle r6ponse. Krieg et coll. ont aussi indique qu'en 
presence d'ADN non m&hyle, Tinterferon g est produit, et agit comme facteur 
costimulant de la differentiation des cellules B en modulant la production d'IL-6 par 
les cellules B (Krieg et coll. 1996 J. Immunol. 156 p558). De plus un oligonucleotide 
possedant un motif CpG non methyle et encadre en 5 1 par 2 purines et en 3' par 2 

30 pyrimidines conduit in vivq a une secretion coordonnee des interleukines IL-6 et IL- 
12, et d'interferons g par les cellules NK(IFN-g), les cellules B (IL-6 et IL-12) et les 
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expression ta ™e.hy.ase. *" ^ ^ *" ' 

cassettes d'expression. des microorganismes ho.es utilisables pour la mediation, .a 

preparation de compositions «rapeu,i,u=s, - - * «*• * 

Un premier objet de Invention conceme done un procede de production 
5 d'ADN utiKsable en «he,apie genique cara«=rise e„ ce que .edit ADN es, produi. 
^ u„e ceMe covenant une c^tte depression d'une ADN melhyltransferase 
permettant de methyler les residus cytosine des dinucleotide 5'-CG-3 . 

U prtsente invention concerne done la production d'ADN, notammen, 
plasmidique. methyle sur les residus cytosine des dinucleo.ides 5'-CG-3'. 

10 U me.hyla.ion d'ADN plasmidique in ito « documen.ee dans la 

,« (Adams e, co... !992 FEES Leners 309 P 97 ; Dcerflerl994 FEES Utter, 
344 p251 ; Komura e, coll. !995 Biochim. Biophys. Acta 1260 P 73). Cependant. ce 
raod e de me.hyU.ion n'es«>s envisaged pour la production industnelle de 
plasmide qui serai, utitise en theraoie genique. Un proc.de de productton dADN 
15 p,asmidique doi, en effet permed de prc.uire de facon reproductible des quan^ 
e plasmides importan.es e, homogenes e, de purifier ce, ADN par des me^e 
Jptables pour un usage pharmaceutic. .1 es, bien clair qu'un ADN methylein 
.JpeuUtre plus » moins relache de lo, a lot (LWU.W94 FEES Utters 344 
p251) et que les quantites produites sont limitees. 
w La presente invention montre maintenant qu'il es, possible d= methyler un 

plasmide d'interi. direcemen, au cours de la production, en coexpriman, dans la 
cellule bote le gene codant pour une metbylase. U presente invention montre 
element que, selon ce prccMe. des quanti.es imcor.an.es e, homoge.es de 
p,asmide methyle peuven, etre produi.es et 1'ADN plasmidique methyle peu, e«e 
25 purifie selon des precedes deja decrits. La demanderesse a egalemen. demontre, de 
maniere avan,»geuse. que 1'ADN plasmidique ainsi methyli conserve la capace de 
uansfecter des cellules cib.es e,, ,e cas echEant, de s'y replique, De man,«e 
particulierement remarquable, la demanded a encore demon,* que 1 ADN 
p,asmidique ainsi methyle pent in vivo, exprimer des acides nucleiques d'WA 
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l'absence dudit gene. II s'agit preferentiellement de cellules procaryotes ou 
eucaryotes simples. 

Avantageusement, Thote cellulaire est une bacterie. Parmi les bacteries, on 
peut citer plus preferentiellement E.coli. B. subtilis. Streptomyces. Pseudomonas (L 
5 putida . P. aeruginosa) . Rhizobium TnglilQti, Agrobactgri^nt Mmefacigng, 
Staphylococcus aureus, Streptomyces pristinaespiralis . Enterococcus faecium ou 
Clostridium . On peut aussi utiliser des enterobacteries telles que Salmonella 
typhimurium. Klebsiella pneumoniae . Enterobacter aerogenes. Erwinia ^tqXqvqv^ 
ou Serratia marcescens . Preferentiellement, Thote cellulaire utilise est on organisme 
10 non pathogene et permet de produire des quantites d\ADN plasmidique importantes 
et homogenes. A titre d'exemple particulierement prefere, on utilise E. coli . 

Le procede de T invention permet la production d'ADN de qualitE 
therapeutique. -x 

L/ADN peut etre toute molecule d'ADN, simple-brin ou double-brin, lineaire 
15 ou circulaire, replicative ou non, integrative ou non, sous la forme de plasmide, de 
minicercle surenroule, relache ou lineaire. Dans la suite du texte, TADN sera 
egalement reference ADN plasmidique ou plasmide TG (pour plasmide utilisable en 
therapie genique). 

Les plasmides TG generalement utilises en therapie genique portent 
20 essentiellement (i) une origine de replication, (ii) un ou plusieurs acides nucleiques 
d'interet (gene therapeutique) avec des sequences necessaires a lew expression 
(enhanceur(s), promoteur(s), sequences de polyadenylation...), et eventuellernent (iii) 
un gene marqueur. 

Le choix de l'origine de replication est principalement determine par Thote 
25 cellulaire utilise pour la production.. II peut s'agir d'une origine de replication issue 
d*un plasmide du groupe d'incompatibilite E (exemple = pRK290) qui permet la 
replication dans les souches d' E. coli pol A . Plus generalement, il peut s'agir de toute 
origine de replication issue d'un plasmide se repliquant dans les cellules procaryotes 
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sequences necessaires a leur expression. Selon un mode prefere, il s'agit d'une 
molecule circulaire, implicative ou integrative. Avantageusement, l'ADN 
plasmidique contient essentiellement un ou plusieurs acides nucleiques d'interet avec 
des sequences necessaires a leur expression (miniplasmide). 

L'acide nucleique d'interet peut etre tout acide nucleique (ADNc, ADNg, 
ADN synthetiquexm semi-synthetique, etc) dont la transcription et eventuellement la 
traduction dans une cellule generent des produits ayant un interet therapeutique, 
vaccinal, agronomique ou veterinaire. 

Parmi les acides nucleiques ayant des proprietes therapeutiques, on peut citer 
10 plus particulierement les genes codant pour des enzymes, les derives sanguins, les 
hormones, les lymphokines : interleukines, interferons. TNF, etc (FR 9203120). les 
facteurs de croissance, les neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de 
synthese, les facteurs trophiques : BDNF. CNTF, NGF, IGF. GMF. aFGF, bFGF, 
NT3. NT5, etc; les apolipoproteines : ApoAI. ApoAlV. ApoE. etc (FR 93 05125). la 
15 dystrophia ou une minidystrophine (FR 9111947). les genes suppresseurs de 
tumeurs : p53. Rb, RaplA, DCC. k-rev, etc (FR 93 04745). les genes codant pour 
des facteurs impliques dans la coagulation : Facteurs VII, VIII. IX, etc. les genes 
suicides : Thymidine kinase, cytosine deaminase, etc; ou encore tout ou partie d'une 
immunoglobulin naturelle ou artificielle (Fab. ScFv, etc), un ARM ligand 
20 (W091/19813) etc. Le gene therapeutique peut egalement etre un gene ou une 
sequence antisens, dont l'expression dans la cellule cible permet de controler 
l'expression de genes ou la transcription d'ARNm cellulaires. De telles sequences 
peuvent par exemple etre transcrites, dans la cellule cible, en ARN complementaires 
d'ARNm cellulaires et bloquer ainsi leur traduction en proteine. selon la technique 
25 decrite dans le brevet EP 140 308. 

L'acide nucleique d'interet peut aussi etre un gene vaccinant, c'est-a-dire un 
gene codant pour un peptide antigenique. capable de generer chez l'homme ou 
V animal une reponse immunitaire, en vue de la realisation de vaccins. II peut s'agir 
notamment de peptides antigeniques specifiques du virus d'epstein barr, du virus 
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Par ailleurs, le gene d'interet peut egalement comporter une sequence signal 
dirigeant le produit synthetise dans les voies de secretion de la cellule cible. Cette 
sequence signal peut etre la sequence signal naturelle du produit synthetise, mais il 
peut egalement s'agir de toute autre sequence signal fonctionnelle, ou d'une sequence 
5 signal artificielle. 

Selon Tacide nucleique d'interet, les ADN plasmidiques methyles de 
1'invention peuvent etre utilises pour le traitement ou la prevention de nombreuses 
pathologies, incluant les maladies gen&iques (dystrophie, fibrose cystique, etc), les 
maladies neurodegeneratives (alzheirner, parkinson, ALS, etc), les cancers, les 

10 pathologies liees aux desordres de la coagulation ou aux dyslipoproteinemies, les 
pathologies liees aux infections virales (hepatites, SID A, etc), ou dans les domaines 
agronomique et veterinaire, etc, lis sont particulierement avantageux pour le 
traitement des pathologies dans lesquelles une expression durable sans reaction 
irnmunologique est souhaitee, notamment dans le domaine des maladies genetiques, 

15 neurodegeneratives et cardiovasculaires. 

Comme indique ci-avant, le procede selon I'invention utilise une cellule hote 
contenant une cassette d'expression d'une ADN methyltransferase permettant de 
methyler les residus cytosine des dinucleotide 5'-CG-3\ 

Apres synthese de l'ADN, certaines purines et pyrimidines sont modifiees 

20 chimiquement, par exemple par methylation. Ainsi, la 5-methylcytosine ou la N^- 
methyladenine entrent dans la composition de certains ADN. Ces modifications ont 
lieu a Taide d' ADN me thy ltransf erases, de maintieh ou ds novo, qui transferent un 
groupe methyle de la S-adenosyl-L-methionine a des residus adenine ou cytosine qui 
peuvent etre situes a des positions specif iques dans les sequences. Par exemple, chez 

25 E. coli deux ADN methyltransferases sont bien connues, TADN methyltransferase 
dam, qui methyle les residus adenosine au sein des sequences 5'-GATC-3\ et l'ADN 
methyltransferase dcm, qui methyle le second residu cytidine des sequences 5'- 
CCAyTGG-3 ! . D'autres ADN rnethylases ont ete etudiees chez les bacteries, qui 
methylent un residu contenu dans un site de reconnaissance d'une enzyme de 
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U Elation da l'ADN piasmidique pen, to verifiee de differemes 
manieres. E„ peu. «• control* - <«•«- *° 

p.asmidiques par des enzymes de restriction don, .a couple n'es, pas poss,b.e s, 
Ldu cosine du dinuc*o«de 5'-CG-3'. contenu dans ,e si, de coupes, 

, methyl*. On f*ut *« V <•»+> «» "*""« "= ^ ** ^ 

U mention pen, egalemen, e*e determine par chromatographic Atns. >« 

qua nti,e de plasmide nc„ methyle pesente dans la preparation de plasmtde methy.e a 
L quannfiie de >a facon suivante : au piasmide non methyle non <^ Routes 
, % ou 5 * de plasmide non methyle et tcalemem digere par HPJ.H. Ces 
0 echanullons, ainsi que le plasmide me,hy>e digere par Hp*.!, son. analyses par 
chromatography liquide echangeuse d'anions e. detection a .260 nm.ce ,u, perme, 
de sparer e, quantifier l'ADN non digere de l'ADN digere. On cons** que le 
p,asmide methyle contort mains de 5 % d'ADN plasmidique non methyle. 
autrement dit que plus de 95% de l'ADN plasmidique est methyle. 

Avantageusement. .e procede de .-invention es, caracterise en ce que .'AON 
memyltransrerase methy,e prererentiellemen, ,es residus cytosine des dinucleottde 

5'-CG-3\ 

Avantageusement. dans le procede se,on ^invention, plus de 50% des residus 
cytosine des dinucleotide 5'-C0.3' de l'ADN plasmidique son. methyle, Encore 
» £ preterentieliemen, plus de 80 %. partalieremen, plus de ,0 % des restdus 
cytosine des dinucleotide 5'-CG-3' de l'ADN plasmidique son. memyles. 

Plusieurs ADN methyltransferases mammiferes permasml de methyler les 
rtsidus cytosine sur les sequences contenan, tout dinucleotide 5'-CO-3' on, ft. 
caracterisees e, les genes corresponds on, e,e clones, par exemple celle de la souns 
25 (Bestcr e, coll. 1988 J- Mol. Biol. 203 P 971) ou celle de 1'homme (Yen e, coll. ,992 
Nud Acids Res. 20 P 2287). Ces enzymes on, un poids moleculaire compns entre 
135 e, 175 kD Elles methylen. l'ADN hemimethyle beaucoup plus rapidement que 
, e „o„ memyle. suggerant que ce son, des memylases de maintien (Smith 1994 
egress in Nucleic Acid Research and Molecular Biology 49 p65). L'erayme 
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La cassette cT expression de l'ADN rnethyltransferase peut etre portee par un 
vecteur replicatif , ou etre integree dans le genome de la cellule bote. 

S'agissant d'un vecteur replicatif, on utilise avantageusement un vecteur 
compatible avec le plasmide TG, c'est a dire capable de co-resider dans la meme 
5 cellule. Deux plasmides differents peuvent se repliquer dans la meme cellule si le 
controle de la replication de chaque plasmide est different. Ainsi des plasmides 
compatibles appartiennent a deux groupes d'incompatibilite. Or il existe environ 30 
groupes d'incompatibilite de plasmides se repliquant chez les enterobacteries (Maas 
et coll. 1988 Microbiol. Rev. 52 p375). De ce fait, il existe de nombreuses 

10 possibilites pour repliquer deux plasmides dans la meme cellule et plusieurs 
exemples sont decrits dans la litterature. On peut citer par exemple la coreplication 
des plasmides derives de ColEl avec les plasmides ayant pour replicon R6K ou 
pl5A ou RSF1010 ou RK2 ; on peui encore citer la coreplication des plasmides 
derives de RK2 avec des plasmides derives de R6K ou RSF1010 ou pSa ou ColEl (in 

15 Vectors 1988 p287 Rodriguez et Denhardt editeurs). Cette liste n'est pas limitative et 
d'autres exemples sont encore decrits dans Vectors 1988 p287 Rodriguez et 
Denhardt editeurs. Avantageusement, le vecteur replicatif utilise presente un nombre 
de copies different dans la cellule hote que le plasmide TG. Ainsi, le vecteur portant 
le gene codant pour lai methylase, dont Texpression peut etre inductible, est a faible 

20 nombre de copies (derive par exemple de pACYC184 ou RK2), alors que le 
plasmide TG est a haut nombre de copies (derive de ColEl). On peut aussi doner 
dans le plasmide TG une sequence permettant de former avec un oligonucleotide 
approprie tine sequence triple heltce de telle sorte que le plasmide TG peut etre 
separe de Tautre plasmide par une purification d'aff inite. 

25 La cassette d' expression de TADN rnethyltransferase peut egalement etre 

integree dans le genome de la cellule hote. L' integration peut etre realisee par 
recombinaison homologue, dans la mesure ou la cassette d'expression est encadree 
par des fragments adjacents d'un gene, non essentiel, du genome de l'hote et clonee 
sur un plasmide ne pouvant se repliquer dans Thote considere. Ce plasmide peut etre 

30 i) un derive de ColEl dans une souche de £- £qH polA 13 (Gutterson et coll. 1983 
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L'ADN plasmidique methyle selon l'invention peut ensuite etre purifie par 
toute technique connue de 1'homme du metier (precipitations, chromatographies, 
centrifugations, dialyse, etc). Dans le cas particulier de .'utilisation d'un vecteur 
depression de la methyltransferase replicatif. le plasmide TG doit en outre etre 
separe dudit vecteur. Differentes techniques peuvent etre utilisees. basees sur les 
differences de taille ou de masse des deux plasmides, ou sur la digestion du vecteur 
au niveau de sites de restriction presents uniquement dans le vecteur et pas dans le 
plasmide TG. Une methode de purification particulierement avantageuse repose sur 
la raffimte entre une sequence specifique presente sur le plasmide TG et un 
oligonucleotide immobilise. Cette purification triple-helice a ete decrite en detad 
dans les demandes FR96 03519 et FR94 15162, qui sont incorporees a la presente 
par reference. 

Un resultat particulierement avantageux de l'invention est que l'ADN 
plasmidique methyle dans les conditions de Invention conduit a 1'expression du 
gene sous le controle du promoteur aussi bonne que celle obtenue avec le meme 
ADN plasmidique non methyle. Cet ADN plasmidique methyle ne devnut pas 
entrainer la stimulation immunitaire associee aux ADN bacteriens et possede done 
un avantage certain pour etre utilise en therapie genique non virale. 

Les ADN plasmidiques methyles selon l'invention peuvent etre utilises dans 
toute application de vaccination ou de therapie genique et cellulaire, pour le transfert 
d'un gene a un organisme, un tissu ou une cellule donnee. En particulier, elles 
peuvent etre utilisees pour une administration directe in vim ou pour la 
modification de cellules in yi^ ou a, ^ en vue de leur implantation a un patent. 
A cet egard, les molecules selon l'invention peuvent etre utilisees telles quelles (sous 
forme d'ADN nu), ou en association avec different* vecteurs chimiques et/ou 
biochimiques, synthetiques ou naturels. U peut s'agir notamment de cations 
(phosphate de calcium, DEAE-dextran....) qui agissent en formant des prec ip ites 
avec l'ADN. lesquels peuvent etre "phagocytes" par les cellules. II peut egalement 
s'agir de liposomes dans lesquels la molecule d'ADN est incorporee et qui fusionnent 
3 avec la membrane plasmique. Les vecteurs synthetiques de transfert de genes sont 
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notamment en fonction du gene, du vecteur, du mode d'administration utilise, de la 
pathologie concernee ou encore de la duree du traitement recherchee. 

La presente invention sera plus completement decrite a 1'aide des exemples 
qui suivent, qui doiventetre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

5 LEGENDE DES FIGURES 

Figure 1. Carte du plasmide pXL2784 

Figure 2. Carte de restriction du plasmide pXL2784 

Figure 3 . Profil de digestion des plasmides l-pXL2784, 2-pXL2784 methyle. 
3-pXL2784+pAIT2 methyles et 4-pAIT2 methyle, digeres par les enzymes A-AalII, 
10 B-BstBI. C-Hindlll. D-Iip_aII, E-EsoRI (M est le marqueur de poids moleculaire 
1KB ladder). 

TECHNIQUES GENERALES DE CLONAGE ET DE BIOLOGIE 
MOLECULAIRE 

Les methodes classiques de biologie moleculaire telles que la centrifugation 
15 d'ADN plasmidique en gradient de chlorure de cesium-bromure d'ethidium, les 
digestions par des enzymes de restriction, l'electrophorese sur gel, l'electroelution 
des fragments d'ADN a partir de gels d'agarose, la transformation dans £. coJi, la 
precipitation des acides nucleiques etc, sont decrites dans la litterature (Maniatis gl 
al., 1989, Ausubel si ai-. 1987). Les sequences nucleotidiques ont ete determinees 
20 par la methode de terminaison de chaines en suivant le protocole deja presente 
(Ausubel ei al, 1987). 

Les enzymes de restriction ont ete fournies par New-England Biolabs 
(Biolabs), Bethesda Research Laboratories (BRL) ou Amersham Ltd (Amersham). 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN sont separes selon leur taille sur des 
25 gels d'agarose a 0.7 % ou d'acrylamide a 8 %. purifies par electrophorese puis 
electroelution, extraits au phenol, precipites a l'ethanol puis incubes dans un tampon 
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Ce„e cassefe depression a etc donee da. ie P ,snride rip.ica.if chez t 

, i f. , a 1 i« nlasmide a une taille de 
& P XL2784 dont la carte est presentee sur la f.gure 1. Le lasm 

rtp S 8 % de dinucleotides 5'-CG-3*. Le plasm.de pXL2784 a ete 
6390 bp et comporte 5,8 % ae amu 

„ , rP triole helice et permettre une purification par 
generer localement une structure tnple pe 

affinite Le plasmide P XL2784 possede le locus ser (382 bp) ,ssu Col . 

; . ence site specifique des recombinases XerC/XerD et condu.t a 

10 esc contient une sequence sue specmq £MBO J 7 P 851). Le 

la ^solution de dimeres de plasmides (Summers et col,. 1988 EMBO a P 

, „yt 2784 est une cassette depression (3,3 kW <w 

transg ene clone sur ce plasm.de pXL2784 est un 

rfne luc codant pour la luciferase de Phstmys p^rahs (provenant de pu 

gene ]U£ coaanx rvtnmezalovirus humain 

Ptomega) sous ccnrtle du enhanceur/promoteur pCMV cytomega 

,5 (provenant depcDNA3d'Invitrogen). 

&OTP .e 2 : Construction *- «-*« d ' MP " SSi0,, *- ** 

methyltransferase 

Ce, exentp* decri, ,a suture .une cassette depression de ..^ 

M. 5sl de SpaQplasma sp. MQi. . « ^ > -M-^ ~ 

20 applique a la —ion de cassette d'express,on de tou,e autre enzy 

T invention. 

U cassette depression uti.isee compre*. .e gene codan. U methylase M. 
« ^ sp. MQI qui « exprime sou, ,e con,re,e du pro m o«eur plac. 
S Te!^TG (i^io-^gaiacoside, ,a » - synthensee 
25 « active (Gotschlich e, al. 1991 J. Bacterid. 173 P 5793). 

Cene cassette est preseme dans ie plasmide P A1T2, qui a pour replicon le 
oAC YC184 e, porte e„ outre le gene du transport Tnffl ccdan, pour ,a stance 
I „ lividomycine. pedant .a selection des ceUu.es ho.es transform 
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exemple 4) aucune digestion n'a lieu avec les enzymes Hpa H. AatH. BsiBI alors que 
les digestions par les enzymes Hin dlH et Eco RI conduisent bien au profil attendu 
d'apres la carte de restriction. Les digestions controles par les enzymes Hpa H. AslH, 
BstBI du plasmide pXL2784 presentent Ie profil escompte d'apres la carte de 
5 restriction. 

Ces resultats demontrent que l'ADN plasmidique extrait est methyle, sur les 
residus cytosine du dinucleotide 5'-CG-3\ Ces resultats montrent en outre que la 
methylation concerne plus de 90% de ces cytosines. 

Exemple 4. Utilisation de plasmides methyles pour le transfert de 
10 materiel genetique 

Cet exemple demontre que l'ADN plasmidique methyle selon I'invention 
conserve sa capacite de transfecter des cellules, de s'y repliquer, et d'y exprimer un 
gened'interet. 

A protocole de preparation des solutions utilisees pour la transfection 
15 Deux lots de plasmides sont utilises pour des etude comparatives : 

a) le pXL2784, 

b) le pXL2784 methyle. 

Le plasmide pXL2784 methyle est obtenu sous forme d'un melange avec le 
plasmide pAIT2 qui en a assure la methylation aprSs co-transformation bacterienne. 
20 Un fractionnement par chromatographic d'affinite a ete realise pour purifier le 
plasmide d'interet et la technique utilisee est decrite dans la demande N° FR 
94tl5162. Une etape de dialyse contre du NaCl 0.15M peut etre realisee pour 
eliminer le tampon qui constitue la phase dilution de la colonne. 

Lorsque le plasmide pXL2784 est utilise en reference il est purifie selon le 
25 meme protocole que celui decrit ci-dessus. 
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Cellule 


Cellules I 


"JIH3T3 


/•til 1 

Ceuuli 
pXL2784 


es rieia 

- 

pXL2784CH3 


Plasmide 

purif i6 par 
chromatographie 

d'affinite 


pXL2784 

2,0.10 10 +/- 
4% 


pXL2784CH3 

2,2.1 0 10 +A 
10% 


3.1.10 s +/- 

15% 


1,7. 10 8 +/- 
11% 


etdialyse 


2,3.10 10 +A 
21% 


3,1.10 10 +/- 
10% 


3,8.10 s +/- 
14% 


2,4. 10 8 +/- 
7% 



variation % 13 experiences de transition par resultat] 

Compte tenu des coefficients de variation obtenus pour ce type ^experiences 
nous pouvons conclure ,u'i> n'existe pas de differences significative* qua* a 
.■expression des deux piastres utilises dans les memes conditions de transfecnon. 
De plus MM luciferase obtenue es, du nteme otdre de grandeur pour Us deux 
etapes de purification considerees. 
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10. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que plus de 50 % des 
residus cytosine des dinucleotide 5'-CG-3' de l'ADN plasmidique sont methyles. 

11. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que plus de 80 % des 
residus cytosine des dinucleotide 5'-CG-3' de l'ADN plasmidique sont mEthyles. 

5 12. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que plus de 90 % des 

residus cytosine des dinucleotide 5'-CG-3' de l'ADN plasmidique sont mEthyles. 

13. Utilisation d'un ADN plasmidique pour la preparation d'une composition 
pharmaceutique destinee au traitement thErapeutique ou diagnostic du corps humain 
ou animal, caracterisee en ce que plus de 50 % des residus cytosine des dinucleotide 

10 5'-CG-3' de l'ADN plasmidique sont methyles. 

14. Utilisation d'un ADN plasmidique pour la preparation d'une composition 
pharmaceutique destinee au traitement therapeutique ou diagnostic du corps humain 
ou animal, caracterisee en ce que plus de 80 % des residus cytosine des dinucleotide 
5 ? -CG-3' de l'ADN plasmidique sont methyles, 

15 15. Utilisation d'un ADN plasmidique pour la preparation d'une composition 

pharmaceutique destinee au traitement therapeutique ou diagnostic du corps humain 
ou animal, caracterisee en ce que plus de 90 % des residus cytosine des dinucleotide 
5'-CG-3' de l'ADN plasmidique sont methyles. 

16. Procede de preparation d'une composition pharmaceutique destinee au 
20 traitement therapeutique ou diagnostic du corps humain ou animal comprenant les 
etapes suivantes : 

- la production d'ADN par culture d'une cellule comprenant tedit ADN et 
une cassette d 'expression d'une ADN methyltransferase permettant de methyler les 
residus cytosine des dinucleotides 5'-CG-3\ 

25 - la recuperation dudit ADN, et, 

- le conditionnement dudit ADN avec un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable. 
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